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 第1章序論
 近年・・.脚光を浴び穿る抗体は診断・検査薬と』して1零開発課易化が進耀もののし.瞭靴なると
 米国で18晶臼・国内独自開発は1件のみである。その購床効果≧経済効果ほ至分に認和されていぐも
 のの・標的抗原の操索・七・ト型化等の肺体作製に係る輩術華華整備φ不足紅及貸その知財ρ裸辮ざが開・
 発研究べ足踏みをずる要因となつで嬉5・そして・・何よぴ抗体零薬ρ製造法に起因する絶対的塗ヂ洛ト
 高が非常眞大き獄問題となっており、医療費葺担から必ずしも手軽な羅択膵とはなつ誓いない爾沸現状
 である。本研究は・このような背景を受け・り～パ球と潜ん紳胞閉り架橋形成にまり特異的な輝腫瘍効
 駆使した極めて高活性の組換客抗体の構築も目』帯した1がん治療に向げ惹1。ど塵審でに非常に多くり標
 的抗原が見つがっているが・季研究では・抗体医票開発の現状、入ヂ可能なモノクローナル抗体等を考
 慮し、がん関連抗原、.リンパ球表面抗原、それぞれ3種ずつ、計6種の抗原に若潮し研究を進めた。
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 畢を誘導する二重特難撫齢げん治療を目指ず新規郷薬の開発醐ナ赫き律難
き
 アプロ嚇ぢ研究を進暁従来め完全嚇型の抗嘩薬轍その分子量吹きさ等か獣腸齢, 
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 第2章抗体可変領域のクローニングと機能評価 墾
 新規組換え抗体の構築を目指す上では、抗体可変領域(Fv)遺伝子の取得が必要不可欠で為る毒そ蔦で、
 選択した6つφ姉原、即ち、カ1ん関連抗原として麗pρ1(ムチン糖タヒパぞ質)、CEA(がん跨早駝抗原)、 彗
 EG烈上皮成躯子受容体)」淋球表面抗原と・して.CD3{GD振、cp33、1謝する特異的なヌウス
 'モノク・一ナル抗依熱ぞれMUSE・・謬8鵬,5衰8・O哀丁3・・3G8・・5E3呵変戴断片を調製
 し、機能評価を行委た。一Fvあるいは一本鎖抗体(sc恥)り形態で・大腸菌を用いた様々な方法で調製を
 行った結果・s晒では贈髄示さ姫郷が春樹る健・餅深い知見を得馨とが出来た・一灘
 方、・5E8、528に豚七1ま、本碑璽新冠そ碗変領域の4・一～グに成功するなど・若鮎たr
 全七の抗体に関して、いずれがの形態で、1その組換え型の結合活性を確認するととが出来た。このため『
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 次章以降の網羅的な新規二重特異性抗体の構築に用いた。
 第3章二重特異性抗体(aiaわody)の構築と機能評価
 前章でクローニングを行った抗体可変領域に
 基づいて、二重特異性抗体の最小形態の一つであ・
 るα醸boαy(図1(上))の構築を目指した。従来は主
 ほペリプラズム画分から調製されてき.た
 凌iaboαyに対し、Mx3と名付けたMUC1とCD3
 を標的としたaぬbodyを段階透析法による巻き
 戻しにより調製を行った。結果、薗標的細胞への
 結合、即ち二重特異性が示され、また活性化リン
 姻球(肇LAK)細胞存在下で、濃度に依存したがん
 細胞の殺傷効果が見られた。これらの結果は、巻
 き戻しにより機能的なαiaboδyを調製可能であ
 る幾とを示すもので、世界で初めての例である。
 更に、抗CEA抗体と抗CD3抗体を用いたCx3
 rを構築、戯⑳oδy璽汎用性の拡大蕉示すと共に、
 抗EGFR抗体528と抗cp3航海を用㌢・1ることで
 強力な活性を有するEx3の構築に成功した(図
 1(下))。この高機能性が528一に起因すると考え、
 528に基づく新たなαiaboαyを複数構築したが、
 同様に抗原に依存しだ特異的な強い傷害性が誘
 導出来たもめもあれば、『全く効果を示さない
 di&bodyもみら詐、用いる抗体の輝み合わ章の重
 要準が示唆された。今後、高機鱒酢δ瓶boay9網
 羅的な構築に向けては、これらの要因を探ること
 “vンパ球
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 在i曲面y濃度(P通oymL)
 図1αi曲odyが脅するがん細胞殺傷の模式図(上)
 とがん細胞に対する傷害試験(下)
 は重要であると思われる。Ex3は担がんSCIDマウスを用いた治療実験でも.6匹中3匹に完全な治癒
 が見られるなお非常に有望な効果を示し、大腸菌を用いだ安価な抗体医薬ゐ調製に向けた展望を示せた
 といえる。
 第4章d血わoayのヒト型化と臨床試験に向けた展望
 より抗原性の低下を鷺的にEx3のヒト型化を行うと共に、その作用機序解析、および臨床試験に向
 けての製造工程の開発も行い、トランスレーショナル・リサーチと呼ばれる臨床研究への展開を露指し
 た』。相補性決定領域(CDR)移植法、および天賜菌至適コドンを用いて全合成したヒト型化Ex3(翼x3)
 は、十分な抗原特異性と細胞傷害性の保持が確認された。またどちらか一方の親抗体の添加のみで阻害
 が見られたため、細胞傷害性には団x3の二軍特異性がもたらす二細胞間の架橋形成が重要であること
 が示された。担がんヌードマウ不を用いた生存試弾でもぐEx3と同等の生存延長効果が見られ、よりい
 っそう臨床への期待が高まった(図2)。4℃で長期保存後も機能的なhEx3、即ち二量体構造が安定に存
 在していることが分かり、生理的条件下での安定性も示された。蓋Ex3を構成する両鎖の重要性も示さ
 れたため、詳細な作用機序解析を進めた結果、分子治療薬の特徴であるチロシンキナーゼのリン酸化の
義
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 阻害能ではなく、直接的な細胞間の架橋による獅
 アポトーシスの誘導であることが示唆されだ。
 一方、催のEGER抗体を用いて、新たに・、⑳
 diaわodyを構築したが、協x3と紘敏して著レ・
ハ
 い播性の低下が見られた。機能的な出油滅y鶉6。
 .掛
 の構造を取り・得る抗体の組み合わせの重要性覇
40
 が示唆されたが{両抗原に対彦で結合能を示レ
 たことから微妙な訟ピトープ領域の違いによ
20
 り、立体障害が生じ1ている前能性も考えられる。
 今後の結酷構造解析で機能的なdia痴δy構築君
 に関する知見を得るこ縫に期待がもたれる。㌫0
 トランスレーショナル・リサーチに向けて
 は、発現系の整備を霞指し、動物細胞発現系を
訂
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 図2ヌー醤マウスを用いた生存試験
 新たに確立し姥較検討を行ったが、分子自身の特性としてはほとんど違い演見られず、巻き戻しによっ
 ても十分に機能的な&i紬。蒔を調製出来ることが改めて示された。また、分子の同一性、マスターセル
 の作製、製造コストの面からも大腸菌発現系は実用的であることが分かり、情報収集の結果に基づき、
 実際に臨床試験に向けた製造工程開発を行った。
 第誉章高機能性組換え抗体の構築と機能評価
 抗体工学を駆使し、より高い治療効果が見込まれる
 新規緯換え抗体を設計、動物細胞発現系を用いた調製
 を行った。それぞれ蓋Ex3・Fc、慮x3・scDb・Fc、
 蓋Ex3・scEv響。と名付けた新たに構築した3種の驚G
 様二重特異性抗体は、いずれも二価性、耳ト1gG1の
 Fc領域を有じ、調製される分子種は1つであるという
 特徴を有する(図3(上))。いずれも脇x3忙跳べて、多
 価化によるものと思われる強い結合、さらにはBMC
 の増殖効果が見られたことがらヒドFcの融合による
 新たなエフェクター機能を獲得したことが示された。
 また、TLAK細胞、PRMCいずれを糟いても強力な
 細胞傷害性を示し、特にhEx3・scFv・Fcに関しては、
 異なる分子形態に依存じた親和性の違い、あるいは分
 子全体の抗原に対する配向性の違い等に起因すると
 思われる強い効果が見られた(図3(下))。PIBMCに少量
 のTLAK細胞を添加することで強力な傷害活性の誘
 導も確認され、単独投与、あるいはiL・2の共投与だけ
 で、同等の効果を得ることにも期待がもたれる。マウ
 ス実験での結果が待たれるが、少なくとも訪が伽。で
 の効果は、戯aboδy型を遙かに凌駕する高機能性紐換
 え抗体を構築できたといえる。
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 図3新たに設計した3種のlgG様二重特異性抗体の
 模式麟(左)と細胞傷害試験(右)
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 籍6章総括
 本研究にぶり、大腸菌による安価な調製が可能なdi帥。醇型の二重特異性抗体込Ex3、および高活性
 一の組換え抗体として、IgG様の二重特異性抗体hEx3・scEvrFeという有望な分子の構築にそれぞれ成功
 したといえる。以上の結果は、抗体のドメインの縛み合わせに基づく自在な設計からの新規タンパク質
 の創製を実証するものであり、いずれも世界でも宋だ抗体医薬どしての完成を見ない非天然型組換え抗
ノ
 ー 体であることから、本研究が次世代型の抗体医薬開発に大いに貢献することが期待される。一・
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 論文審査結果の要旨
 抗体は診断、検査薬としては開発、製晶化が進んだものの、医薬晶としての開発例は必
 ずしも多くはない。その臨床効果と経済効果は充分に認知されているが、製造におけるコ
 スト高が、開発研究へ足踏みをする大きな要函の王つとなっている。本論文は、がん治療
 を臼指す新規組換え抗体の形態として二重特異性抗体に着濤し、大腸菌での安価な調製が
 可能なその低分子化と、新たな分子設計による高機能化の観点から開発研究を進めたもの
 である。
 論文は全6章で構成されている。
 第1章は序論で、本研究の背景と目的、及び6種のモノク皿一ナル抗体を選択した経緯
 を述べている。
 第2章では、組換え抗体の構築の上で必須である抗体可変領域の取得について述べてい
 る。抗EGFR抗体528など、新たに2種の抗体のクローニングに成功すると共に、着目
 した全ての抗体に関して、その可変領域の機能評価を行った。
 ,第3章では、di曲面y型の低分子二重特異性抗体の新規構築について述べている。大腸
 菌不溶性画分から巻き戻しによるdiaわodyの調製に世界で初めて成功し、また、抗猛GFR
 抗体528と抗CD3抗体の可変領域から構成されるd海もodyEx3が血再吻実験でも極め
 て顕著な効果を示すことを見出している。
 第4章では、低免疫原性化を目指した翫3のヒト型化と臨床に洵けた展開を述べている。
 相補性決定領域(CDR)移植法により構築したヒト型化Ex3(hEx3)は、Ex3と跳べて十分な
 機能の保持が確認され、さらに担がんマウスの生存延長効果も示すなど、臨床応用が期待
 される成果をあげている。作用機序として、二細胞間の架橋形成がもたらすアポトーシス
 を支持する結果を得ている。発現系の整備も進め、改めて大腸菌発現・巻き戻しによる調
 製法の実用性を示すと共に、実際に試験薬の製造工程開発検討を行っている。
 第5章では、抗体工学を駆使した、新規高機能性組換え抗体の開発について述べている。
 hEx3を基盤とし、ヒトIgG1のEc領域と融合した3種のIgG様二重特異性抗体を新たに
 設計、調製を行った。何れも二価性による親和性の向上、Fcの付加によるエフェクター機
 能に起因すると考えられるdiaboδy型を凌駕する効果が得られている。
 第6章は総括であり、各章の成果をまとめている。
 以上要するに本論文は、新たにク翼一ニング、ヒト型化を施した抗EGFR抗体528可
 変領域に基づき設計、構築した戯ab醸y型、およびIgG様の二重特異性抗体が、マウス治
 療モデルでも顕著な抗腫瘍効果を示すなど治療薬として有望であることを明らかにした
 ものであり、次世代型の抗体医薬開発に大いに貢献し、バイオ工学の発展に寄与すること
 が少なくない。
 よって、本論文は博士(工学)の学位論文として合格と認める。
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